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Utilisation des composes de formule (I): 

V 0 

1 

ll 

dans laquelie R, represents un atome d'hydrogene ou un 
radical methyie, et de leurs eels d addition, lorsque R, re- 
presente un atome d'hydrogene, avec une base pharma- 
ceubquement acceptable, pour I'obtenbon de medica- 
ments. 
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L* invention concerne ^utilisation des derives de la 3-(3 f 5-ditert- 
butyl-4-hydroxybenzylid6nyl)indoline-2-one et de leurs sels d'addition 
avec une base phannaceutiquement acceptable, pour l'obtention de 
medicaments . 

Plus particulierement, la presente invention concerne 1' utilisation 
des composes de formule (I) : 




I 



I 

R1 



dans laquelle Ri represente un atome d'hydrogene ou un radical methyle, 
et de leurs sels d'addition, lorsque Ri represente un atome d'hydrogene, 
10 avec une base phannaceutiquement acceptable, 
pour l'obtention de medicaments. 



Parmi les bases phannaceutiquement acceptables que l'on peut 
utiliser pour salifier les composes utilises selon 1' invention, on peut 
citer, a titre d f exemples et de facon non limitative la soude, la potasse, 
15 la trie thy) amine, la diethylanine , l'ethanolamine, l'arginine, la lysine, 
et la diethanolamine. 



Les composes de formule (I) ont ete decrits dans la publication de 
ZHUNGIETU et al. (Khim. Geterotsikl. Soedin., 1973, (1) : pages 40-44) 
comme produits de reaction d 1 indoles et d' hydroxy indole avec certains 
20 aldehydes ma is aucune activite pharmacologique n'a ete mentionnee. 

La demanderesse a decouvert que les composes de formule (I) 
possedaient de facon surprenante des proprietes pharmacologiques tres 
interessantes, et qu'ils etaient done utiles pour l f obtention de 
medicaments . 
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En effet, les composes utilises selon la pr6sente invention 
possedent des propri^tes antiozydantes tres importantes. Les Etudes 
pharmacologiques ont notamnent montr£ que les composes utilises selon la 
presente invention £taient doues d' activity protectrices remarquables 
5 dans le cadre des processus de perozydations des lipides cellulaires et 
des lipoprot^ines de faible densite (LDL). 

Par ailleurs, les composes utilises selon la presente invention 
presentent la particularity d'avoir un puissant effet inhibiteur sur la 
biosynthese des prostanoides. lis possedent egalement un important pouvoir 
10 antiagregant plaquettaire. 

Les activites pharmacologiques des composes utilises selon V invention 
sont notamment tres supe>ieures a celles du probucol , compose 
commercialise de l*art ant^rieur. 

On peut done attendre des composes utilises selon 1' invention, qui 
15 presentent a la fois des propri6tes inhibitrices de la peroxydation 
lipidique, de la biosynthese des prostanoides, et de l'agregation 
plaque ttaire, une action particulierement nouvelle et benefique dans les 
affections ou interviennent une peroxydation des lipides nembranaires, un 
dereglement de la synthese des prostanoides et/ou des troubles de 
20 l'agregation plaquettaire. 

Les composes de formule (I) peuvent ainsi §tre utilises pour 
l'obtention de medicaments utiles dans le traitement ou la prevention des 
affections dues ou relives a des phenom£nes de peroxydation, a des 
dereglements de la synthese des prostanoides, et/ou a des troubles de 

25 l'agregation plaquettaire, dans le traitement des desordres isch6miques 
centraux ou peripheriques, des maladies inflammatoires, de la douleur, des 
maladies metaboliques, de l'atherome, de 1 ' arte>ioscl£rose, des maladies 
resplratoires, de l'asthme, de 1 ' emphyseme , des maladies d'origine 
immunologique, du lupus erythemateux, des reactions allergiques, de 

30 certains cancers, du vieillissement c£r£bral ou p6riph6rlque, et dans la 
prevention et le traitement des dommages dus aux traumatiames chirurgicaux 
et a la reperfusion d'organes. 

La presente invention a egalement pour objet les compositions 
pharmaceutiques con tenant un des derives de formule I, ou un de ses sels 
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d 1 addition a une base pharmaceutiquement acceptable, seul ou en 
combinaison avec un ou plusieurs excipients inertes non toxiques. 

Parmi les compositions phannaceutiques selon 1» invention, on pourra 
citer, a titre d'exemples et de facon non limitative, celles qui 
5 conviennent a 1 ! administration orale, parenterals, nasale, re c tale, 
perlinguale, oculaire ou pulmonaire et notamment les preparations 
injectables, les aerosols, les gouttes oculaires ou nasales, les comprimes 
sidles, pellicules ou drageifies, les gelules, les capsules, les 
suppositoires, les cremes, pommades, et les gels dermiques. 

10 La posologie utile varie selon I'age et le poids du patient, la voie 

d 1 administration, la nature de 1' affection et des traitements 
eventuellement associes et s ' echelonne entre 1 mg et 200 mg par 24 heures 
en 1 a 2 prises. 

Les exemples qui suivent illustrent 1" invention et ne la limitent en 
15 aucune facon. 

Exemple A : ETUDE DE L 1 ACTIYITE ANTIPEROXYDAMTE DES COMPOSES DE FORMULE 
(I) UTILISES SELON L 1 INVEST I OK 

L' action des composes utilises selon 1' invention, susceptibles de 
pieger les radicaux -OH, a ete etudiee d'une part, sur la peroxydation 
20 spontanee des lipides et d' autre part, sur la peroxydation induite par le 
systeme Fe2+ - ascorbate ( 10 - 250 pM), et ce sur des homogenats de 
cerveaux de rats. 

Lors de la mesure de la peroxydation lipidique spontanee, les 
homogenats de cerveau de rats sont places en presence ou en absence des 
25 composes a tester durant 60 minutes a 37°C. La reaction est arretee a 0°C 
et le dosage du malondialdehyde est effectue a l'aide d'acide 
thiobarbiturique. La peroxydation lipidique est determinee par les 
substances reagissant avec l'acide thiobarbiturique exprimees en nanomoles 
de malondialdehyde. 



Lors de la mesure de la peroxydation lipidique induite, la 
methodologie est identique a celle precedemment decrite a V exception de 
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1' addition a l f homog6nat du systeme inducteur de radicaux : Fe2+ - 
ascorbate. Les substances de reference sont le probucol et la vitamine E. 

Les concentrations des composes testes inhibant de 50 % la 
peroxydation du substrat sont calcul6es. 

5 II est apparu que les composes de formule (I) utilises selon 

1' invention possfcdent une activity antiperoxydante particulifcrement 
intense puisque, ils permettent use augmentation de plus de 100 % de 
l'actlvit6 antiperoxydante par rapport au probucol et de plus de 300 % par 
rapport a la vitamine E, qui est l'antioxydant nature 1 de I'organisme 

10 humain. Ce resultat remarquable se produit que la peroxydation soit 
spontanee ou induite par un systeme chimique. 

Exemple B : ETUDE DU POUVOIR PROTECTEUR DE L'OIYDATION DES LDL DES 
COMPOSES DE FORMULE (I) UTILISES SELON L 1 INVENTION 

La capacity des composes utilises selon V invention a diminuer les 
15 proportions de LDL oxyd6es a £t£ mesuree de la facon suivante : 

On realise une incubation de 24 heures regroupant des LDL natives, un 
systeme Cu2+ g£nerateur de radicaux libres et les composes a tester. 

Les resultats sont obtenus apres analyse du milieu par une technique 
chroma tographique haute performance : la FPLC (Fast Protein Liquid 
20 Chromatography). Le pouvoir protecteur du compose teste* est determine 
apres comparaison du chroma tog ramne obtenu avec celui du temoin positif de 
reference : le probucol. 

II apparalt clairement que les composes utilises selon I 1 invention ont un 
pouvoir protecteur tres important et significativement supe>ieur a celui 
25 du probucol. 

Exemple C : ETUDE DE L'ACTCVITE INHIBITRICE DES COMPOSES DE FORMULE (I) 
UTILISES SELON L' INVENTION SUB LA SYNTHESE DE PROSTAN0IDES 

1) ETUDE DE L'aCTIVITE INHIBITRICE SUR LA SYNTHESE DES PR0STAN0IDES 
ISSUS DE LA CICLOOZYGENASE 
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Le but de cette etude est de mesurer 1 'activity inhlbitrice des 
molecules utilises selon 1* invention sur la secretion de prostaglandin 
E2 (PGE2)t des principaux prostanoldes produits par la cyclooxyg^nase 
des granulocytes humains stimulus par l'ionophore calcique A23187. 

5 PROTOCOLE : 

- Isolement des granulocytes humains : 

Du sang veineux humain provenant de donneurs sains n'ayant pas pris 
de medicaments depuis 2 semaines est pr£lev6 dans des tubes en 
polypropylene contenant 1 volume d' an ti -coagulant (acide citrique 2,73 %, 
10 citrate de sodium 4,48 %, glucose 2 %) pour 10 volumes de sang. 

Dans l'heure suivant le prlUvement, du dextran a 6 J est ajout£ au 
sang (0,3 cm3/cm3 de sang). Apres une incubation de 30 mn a 37° C t le 
plasma ricbe en globules blancs est centrifuge a la Vitesse de 100 g 
pendant 5 mn a 4° C. 

15 Le culot est remis en suspension dans 3 cm3 de NH4CI a 0,83 J (pour 

lyser les globules rouges contaminants) et centrifuge a une Vitesse de 100 
g pendant 5 mn a 4° C. 

Le culot riche en globules blancs mono- et polynucl^s est r£cupere 
dans 5 cm3 de tampon phosphate (pH 7,4) de composition suivante (en mM) : 
20 137 : NaCl ; 2,68 : KC1 ; 8,1 : Na 2 HP0i| ; 1,47 : KH2PO4 ; 0,9 : CaCl 2 ; 
0,5 : MgCl2 et depose sur 3 cm3 d'une solution de ficoll type 400 a une 
density de 1,077. 

kpris centrifugation a une vitesse de 420 g pendant 30 inn a 4° C, le 
culot riche en granulocytes est remis en suspension dans 5 cm3 de tampon 
25 phosphate et centrifuge a une vitesse de 100 g, 5 mn a 4° C. Finalement, 
les granulocytes sont comptes et la density est ajustfce a 3 x 106 
cellules/co3 de tampon phosphate. 

- Stimulation des granulocytes par l'ionophore calcique 423187 : 



( 
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Les cellules (3 x 10& cellules /cm3) sont preincubees a 37° C pendant 
15 mn en absence ou en presence des produits a tester a la concentration 
desiree. Puis les cellules sont stimuldes pendant 15 on a 37° C avec le 
A23187 a 5 x 10-6 m (solution mere 4 10-2 m dans le DKSO). Le taux basal 
5 est mesure* a partir de cellules ne recevant ni produits a tester, ni 
A23187. 

La reaction est stopple dans la glace et le surnageant est recupere* 
apres centrifugation a une vitesse de 250 g pendant 5 m a 1 Q C, 

- Dosage de PGE2 - 

10 La quantity de PGE2 produite est mesur^e par un test 

radioimmunologique (RIA). Dne gazame d'Stalonnage est effectuee dans les 
memes conditions avec des concentrations communes de PGE2. 

- Resultats : 

Les composes de formule (I) utilises selon I 1 invention montrent de 
15 facon surprenante une activity inhibitrice de la synthese des prostanoldes 
issus de la cyclooxygenase tr£s supe>ieure a celle du probucol. 

A titre d'exemple, a une concentration de 10-5 M, les composes de 
formule (I) utilises selon l 1 invention permettent une inhibition de la 
production de PGE2 de 88 % alors que le probucol donne seulement une 
20 inhibition de I'ordre de 40 J. 

2) ETUDE DE L'ACTIVITE INHIBITRICE SUR LA SYNTHESE DES PROSTANOIDES 
ISSUS DE LA LIPOXYGENASE 

L'activite" inhibitrice sur la synthese des prostanoides des composes 
de formule (I) utilises selon 1' invention est mesur^e sur des cellules 
25 polynucleaires humaines lavees, en presence ou en absence du compose a 
tester, apr&s activation de ces cellules par le calcium (ionophore 
calcique A 23187). 
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La production du principal prostanolde, issu dc la lipoxygenase, 
produit par les cellules polynucieaires humaines : le leucotriene B4 
(LTBl|) est nesur^e par un test radioimmunologique. 

Les composes de formule (I) utilises selon 1' invention montrent done 
de facon surprenante une activity inhibitrice de la synthase des 
prostanoides issus de la lipoxygenase tr^s sup6rieure & celle du probucol. 

A titre d'exemple, a une concentration de 10-5 m, les composes de 
formule (I) utilises selon 1* invention permettent une inhibition de la 
production de LTB4 superieure k 95 % alors que le probucol donne seulement 
une inhibition de l'ordre de 40 %. 

CONCLUSION : 

Les etudes 1 et 2 de 1' example C montre que les composes utilises 
selon 1» invention possede une intense activite inhibitrice sur la synthese 
des prostanoides. 

Exemple D : ETUDE DE L» ACTIVITE ANTIINFLAMMATOIRE DES COMPOSES UTILISES 
SELON L 1 INVENTION 

PRINCIPE : 

Une inflammation experijnentale, de nature immunologique, est 
produite en injectant dans le coussinet plantaire de la patte du rat, un 
serum anti-rat. La reaction inf lammatoire se traduit par un oedeme de la 
patte. 

Le but de cette etude est de rechercher l'effet anti-inflammatoire 
de composes utilises selon l 1 invention dans le modeie d'oedfcme d'origine 
immunologique chez le rat. 

Les parametres mesures sont : 

- le volume de l'oedeme, 

- la generation de prostaglandines E2 (PGE2) , 



PROTOC0LE 
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Les animaux utilises dans cette 6tude sont des rats males Vis tar de 
350 a 400 g. 

- A nl ma itt ; 

On oed&ne localise est produit au temps to de l'itude par une 
injection intraplantaire de 0,1 cm3 de s6rum de lapin anti-rat. 

Des animai it temoins n^gatifs recoivent une injection intraplantaire 
de 0,1 cm3 de liquide physiologique. 

- Traitement des an 1 mam : 

Les produits sont mis en suspension dans de la gomme arabique. 

Dne heure avant 1* induction de 1 1 oedeme , les anlmaux recoivent les 
produits, administres per os, par sonde oesophagi enne & une dose comprise 
entre 3 et 30 mg/lcg. 

Des animaux temoins positifs de mesne que les temoins negatlfs 
recoivent de la gomme arabique par sonde oesophagienne. 

- Mesure du volume de 1' oedeme : 

L' oedeme est caracterisS par 1' augmentation du volume de la patte, 
determinee £ l'aide d'un pl^thysmometre & eau. 

Une mesure initiale du volume de la patte est realisee avant tout 
traitement. 

Dne autre mesure est realisee 2 heures aprfcs 1* induction de 
l 1 oedeme. 

- Mesure de la FG&2 * 

Les animaux sont sacrifies Juste apres la mesure plethysmom^trique . 

La region enflammee est prelevee et placee dans une solution a pH 
3,0 contenant 33 % de CH3CN. 

Apres homogeneisation, les PGE2 sont extraites sur colonne ithyl C2 
(Amersham) et eluees avec de l'acide formique methylester. 

Apres evaporation sous azote, les PGE2 sont solubilisees dans 200 ul 
de tampon phosphate. 
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Les concentrations de PGE2 aont mesur^es par analyse 
radio imraunologique • 

RESULT ATS : 

II apparait que les composes utilises selon 1' invention, des la dose 
de 3mg/kg, pennettent une inhibition tr&s importante de volume de l'oedeme 

provoque et entrainent egalement une balsse significative de la production 

de la prostaglandin E2, qui est un des media teurs majeurs de 
1" inflammation. 

Example E : ETUDE DE LA TOXIC I TE AIGUE 

La toxicity aigue a 6te appreciee apr£s administration orale a des 
lots de 3 souris (20 ± 2 grammes) de doses croissantes (0,1 - 0,25 - 0,50 
- 0,75 - 1g/kg) de composes de formule (I). Les aniaaux ont ete observes 
4 intervalles reguliers au cours de la premiere journee et quotidienneroent 
pendant les 2 semaines suivant le traitement. 

II apparait que les composes de formule (I) sont totalement 
atoxiques. Aucun dec&s n'est observe apres une administration d'une dose 
de 1g.kg-1. On ne constate pas de troubles apres administration de cette 
dose. 

Exemple F : COMPOSITION PHARMACEUTICS : COKPRIMES 

Comprimes doses a 5 mg de 3-(3,5^itert-butyl^-hydroxybenzylidenyl) 
indoline-2-one 

Formule de preparation pour 1000 comprimes : 

3-(3,5-ditert«butyl-^-hydroxyben2ylidenyl)indoline-2-one . . . 5 g 

Amidon de ble 50 g 

Lactose *\5 g 

Stearate de magnesium 05c 



SUice 



Hydroxypropylcellulose 



0,5 g 
0,2 g 
0,5 g 
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REVENDICATIOHS 



1) Utilisation des composes de formule (I) : 




I 



I 

Hi 



dans laquelle Ri represente un atome d'hydrogene ou un radical mettayle, 
5 et de leurs sels d' addition, lorsque Ri represent© un atome d*hydrogene, 
avec une base pharmaceutiquement acceptable, 
pour l f obtention de medicaments . 

2) Utilisation selon la revendication 1 de la 3-(3 f 5-d iter t -butyl -4- 
hydroxybenzylidenyl)indoline-2-one et de ses sels d 1 addition avec une base 

10 pharmaceutiquement acceptable, 
pour l'obtention de medicaments. 

3) Utilisation selon la revendication 1 des composes de formule (I) 
pour l'obtention de medicaments utiles dans le traitement ou la prevention 
des affections dues ou reliees a des phenomenes de peroxydation , a des 

15 dereglements de la syn these des prostanoides, et/ou a des troubles de 
l'agregation plaque ttai re , dans le traitement des desordres ischemiques 
centraux ou peripheriques, des maladies inflammatoires, de la douleur, des 
maladies metaboliques, de l'atherome, de l'arteriosclerose, des mal a dies 
respiratoires, de l'asthme, de 1 1 emphyseme , des maladies d'origine 

2 0 immunologique, du lupus erythema teux, des reactions allergiques, de 
certains cancers, du vieillissement cerebral ou peripherique, et dans la 
prevention et le traitement des doomages dus aux traumatismes chirurgicaux 
et a la reperfusion d'organes. 
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4) Utilisation aelon la revendication 1 des composes de formule (I) et 
de leurs sels d 'addition avec une base pharmaceutiquement acceptable pour 
l'obtention de medicaments dans le traitement de l'ath^rome. 

5) Utilisation selon la revendication 1 des composes de formule (I) et 
5 de leurs sels d 1 addition avec une base pharmaceutiquement acceptable pour 

l'obtention de medicaments dans le traitement de l'art6rioscl^rose. 

6) Utilisation selon la revendication 1 des composes de formule (I) et 
de leurs sels d 'addition avec une base pharmaceutiquement acceptable pour 
l'obtention de medicaments dans le traitement des maladies inflammatoires . 

10 7) Utilisation aelon la revendication 1 de la 3-(3,5-ditert-butyl-i|- 
hydroxybenzylid6nyl)indoline-2-one et de ses sels d'addition avec une base 
pharmaceutiquement acceptable pour l'obtention de medicaments dans le 
traitement de l'ath£rome. 

8) Composition pharmaceutique contenant comme principe actif au molns 
15 un compose de formule (I) selon la revendication 1 ou un de ses sels avec 

une base pharmaceutiquement acceptable en combinaison avec un ou plusieurs 
excipients ou v6hicules pharmaceutiquement acceptables. 

9) Composition pharmaceutique selon la revendication 8 renfermant le 
principe actif a une dose de 1 A 50 ng. 

20 10) Utilisation d'une composition pharmaceutique selon la 

revendication 8 dans le traitement ou la prevention des affections dues ou 
relives a des ph6nom£nes de peroxydation, a des derfcglements de la 
synthese des prostanoides , et/ou a des troubles de l'agr6gation 
plaque ttaire, dans le traitement des d£sordres isch6miques centraux ou 

25 p6riph£riques, des maladies inflammatoires, de la douleur, des maladies 
metaboliques, de l'atherome, de 1 ' arterioscUrose, des maladies 
respiratoires, de I'asthme, de l'emphyseme, des maladies d'origine 
immunologique, du lupus erythemateux, des reactions allergiques, de 
certains cancers, du vieillissement cerebral ou p£ripherique, et dans la 

30 prevention et le traitement des dommages dus aux traumatismes chirurgicaux 
et a la reperfusion d'organes. 
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